UNIVERSIDAD  NAGIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES IZTACALA

Estudio Comparativo de los Sistemas de Captacion
del acido L-Glutamico y la Taurina en el Epitelio
Pigmentario de la Retina

TRABA JO DE TESIS QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
BIOLOGO PRESENTA:

MARIA DEL REFUGIO SALDANA GARCIA

MEXICO, D. F. 1991.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALLE IZTACALA

"ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS SISTEMAS DE CAPTACION DEL ACIDO L-

GLUTAMICO Y LA TAURINA EN EL EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA"

TRABAJO DE TESIS QUE PARA OBTENER EL TITULO DE BIOLOGO PRESENTA:

MARIA DEL REFUGIO SALDANA GARCIA

MEXICO, D. F. 1991.



El presente trab:jo se realizé en ¢l Depactamento de
Neurociencias del Instituto de Fisilologia Celular, de la
Universidad Nacional Autdnoma de FMéxico, bajo la direccidn d= la
doctora Rocio Salceda Sacanalles, con apoye dael sistema de becas

de UNAM-DGAPA.

3
-



Este pequenio logro lo dedico a tu memoria padre, Yy se que desde
donde estés esto serd un pequeno orgullo para ti, con todo mi
amor, tu hija.

Para mi madre, por todo el amor y la abnegacion incondicional que
nos ha brindado, y mis hermanos: Sara, Juan Manuel, Queli, Mari
Yy Cony, dquienes han sido guias en mi camino, con muchisimo
carino.

A Gustavo, mi compafiero siempre.



Quiero expresar mi mas profundo agradecimiente « la doctora Rocio
Salceda Sacanelles, por su colaboracidén en la realizacion de la

presente tesis, asi como a mis amigos y compafiercs de

laboratorio.



INDICE
Pagina

I. LISTA DE ABREVIATURAS .......... ¥ ST B W SR W 6
II. INTRODUCCION

El epitelio pigmentario de la retina

ESEXUCGRUTA wiovwn » & oo s o smenen & sosians VR HEEee e e P

EMbYiologia veves veomiviissusvas s s seeeivn 8 ivvenes ¥ 2 s

FURCIONBS oowme s’ 5 6 0/6/eaai s 6 asaite s & oddieoini s ¢ cowiivis s 12

Acido glutdmico ...cvnvrnereennnnnns e e 20

PAUXINA i fooninni ¥ sasfimm » & nioms e m B v wiw bk & 23
IL. OBIETIVOS: .. s s wewes s sen el B ROEETALEARAR B 5 RN i @ 28
II1. MATERIALES Y METODOS u s assms &« awwsss s &5 o SN 29
IV. RESULTADOS

(a) Acido glutamico ...... AT § R PR R R 3l

(b) Acido D-aspartico ............. CEERG  EE EEE 33

(€] TEUEIng sosansseavies d s ibinnie oss B B 8 w4 35

GYrALICAS svsanvisns s smnnin s vs BR s B mihdamde m m RN 38
Vi DISCUSION aisavians s voamsdss b R & 8 Stmieeem ® R SIS B 47

VI. BIBLIOGRAFIA .vcecovennesvassons N e R B R E 53



iac
DNP
KCN
ouab
asp
tau
ka
GABA
a—-aa
OHglu
OHasp
p-ala

glic

LISTA DE ABREVIATURAS

control

iodoacetato

2, 4-dinitrofenol

cianuro de potasio
ouabaina

dcido aspartico

taurina

acido kainico

dcido r-aminobutirico
dcido a-aminoadipico
hidroxamato de L-glutamato
hidroxamato de L-aspartato
B-alanina

glicina



INTRODUCCION

La retina de los vertebrados, organo fotosensible que yace en
el fondo del globo ocular, estd formada por varios tipos
celulares, células fotorreceptoras, bipolares, amacrinas y
ganglionares, las cuales estadn organizadas en forma laminar. La
capa mas interna, en contacto con el humor vitreo esta formada
por las células ganglionares. Los somas de las células bipolares,
horizontales y amacrinas constituyen la denominada capa nuclear
interna, mnientras que la capa nuclear externa esta formada por
los somas de las células fotorreceptoras. Estas células hacen
contactos sindpticos en las capas plexiforme externa e interna.
Las células de Miuller, son las células gliales y se extienden
desde la membrana limitante interna (terminales de las células
ganglionares) a la membrana limitante externa (somas de 1las
células fotorreceptoras) (figura 1). Los fotorreceptores estan en
contacto directo con el epitelio pigmentario de la retina (EPR),
el cual separa a la retina, de los capilares sanguineos de la
coroides (figura 1).

El EPR se encuentra constituido por una monocapa continua de
células neuroepiteliales de forma exagonal, el cual se inicia en
el borde de 1la cabeza del nervio dptico y se extiende
periféricamente hasta la ora serrata, donde el EPR se continuda
como el epitelio pigmentario del cuerpo ciliar (figura 1).

Las células del EPR muestran diferenciacién de su membrana
plasmatica o asimetria celular, la cual se mantiene debido a que
las células se encuentran unidas por uniones estrechas. Estas

uniones intercelulares y los desmosomas se encuentran formando un
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Figura 1. (a) diagrama de una seccidn horizontal del ojo de los
vertebrados. (b) capas retinianas y sus relaciones sinapticas.
Los principales tipos celulares son: R, bastones; C, conos; H,
células horizontales; B, células bipolares; A, amacrinas; G,
ganglionares; I, interplexiformes; M, células de Miller.



cinturén continuo en 1la superficie lateral de 1la ceélula
llamado barra terminal (2inn y Benjamin-Henkind, 1979; Clark,
1986). En su superficie apical, la cual mira hacia la retina, 1la
célula contiene microvellosidades largas, que estan situadas
principalmenté entre los segmentos externos de los
fotorreceptores, y microvellosidades cortas, las cuales forman
cubiertas alrededor de las puntas de los mismos (figura 2). Las
microvellosidades del EPR y 1los segmentos externos de 1los
fotorreceptores se encuentran embebidos en una matriz
extracelular, Yy separados por un espacio subretiniano o]
interfotorreceptor (Z2inn y Benjamin-Henkind, 1979).

La membrana basal de la célula del EPR contiene pequeiias
invaginaciones y se encuentra separada de la superficie basal de
los capilares de la coroides por una estructura compuesta llamada
membrana de Bruch, la cual estad constituida por una ldmina basal,
secretada por 1la membrana basal del EPR, una zZona de colagena
interna, una capa elastica intermedia, una zona de coldgena
externa y la lamina basal de los capilares de la coroides (figura
2) (Clark, 1986; Zinn y Benjamin-Henkind, 1979).

Las células del EPR son ricas en organelos. Su citoplasma
contiene un nucleo, localizado en la porcidén basal de la célula;
'presenta numerosas mitocondrias y 1lisosomas, granulos de
melanina, fagosomas, aparato de Golgi y un profuso reticulo
endopldsmico liso (Zinn y Benjamin-Henkind, 1979) (figura 2).

La estructura basica del EPR es uniforme en la mayoria de los
vertebrados, aunque existen pequenas pero definidas variaciones

en la estructura fina en las diferentes especies, las cuales
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Figura 2. Di grama de una vistapg}ansversal de la célula del EPR.
A, microvellosidades de 1la membrana plasmatica apical; B,
segmento externo del fotorreceptor; C, espacio subretiniano; D,
uniones estrechas; E, invaginaciones de la membrana plasmatica
basal; F, lamina basal de la célula del EPR; G, lamina basal de
un capilar coroidal; H, membrana de Bruch; I, fagosoma; J,
granulo de melanina; K, mitocondria.
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parecen tener relacién con variaciones en la estructura de la
retina (Kuwabara, 1969; Kuwabara, 1979), y algunas principalmente
relacionadas con la vascularidad de las mismas (Kuwabara, 1969).
Asi por ejemplo, 1las retinas de primates tienen wvasos bien
desarrollados, los cuales se originan de arterias centrales del
nervio éptico. Similarmente otros mamiferos (gato, perro, ratdn y
rata) tienen el mismo tipo de retina, pero sus vasos se originan
a partir de varias de las arterias ciliares (Kuwabara, 1969). En
estas especies, las células del EPR tienen invaginaciones basales
moderadas, y a excepcién de los roedores, su citoplasma carece de
gotas de lipidos. Sin embargo, los cuyos y los conejos carecen de
vasos en el tejido retiniano, y las aves y los reptiles tienen
una estructura especializada denominada pecten en lugar de vasos
retinianos (Kuwabara, 1969; Kuwabara, 1979). Las células del EPR
de estas especies generalmente tienen invaginaciones basales bien
desarrolladas y abundantes gotas de lipidos, y en el caso de los
vertebrados no mamiferos tienen microvellosidades 1largas vy
grandes, generalmente mayores en volumen que el citoplasma en 1la

porcidén principal del cuerpo (XKuwabara, 1979).

EMBRIOLOGIA DEL EPR -

Durante el desarrollo ontogenético, el EPR y la retina, se
derivan simultdneamente del neurocectodermo al igual gque el
cerebro. El1 epitelio pigmentario se diferencia a partir de 1la
vesicula éptica, 1la cual es una evaginacién de 1la pared del
diencéfalo (figura 3a). Posteriormente la vesicula éptica sufre
proliferacién celular, se invagina y forma la copa optica, que

consiste de dos capas, la externa y la interna. La capa externa
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permanece como una capa simple de células colunnares Y
cuboidales, 1las cuales dan lugar al EPR, cuerpo ciliar e iris;
mientras que la pared interna se diferencia en la retina,
epitelio ciliar no pigmentado y epitelio posterior del iris

(figura 3 b y ¢) (Mund y Rodrigques,1979; Farber y Adler, 1986).

FUNCIONES DEL EPR

La retina neural y el EPR se encuentran estrechamente
asociados formando una unidad funcional. Debido a su morfologia y
localizacién, el EPR funciona como una barrera que regula el
paso de sustancias de y hacia la retina a través del transporte
de fluidos y metabolitos en direccidn retina~coroides o
viceversa. El1 EPR transporta y metaboliza el retinol, el cual es
incorporado a la rodopsina, molécula fotosensible que se.
encuentra embebida en las células fotorreceptoras. La estructura
y funcién de la célula fotorreceptora se mantiene a través de una
sintesis continua de membranas en su parte basal y la degradacidn
de éstos en el segmento distal a través de una actividad
fagocitica 1llevada a cabo por el EPR (Zinn y Benjamin-Henkind,
1979). La melanina, presente en la célula del EPR, atrapa el
exceso de luz que llega a la retina favoreciendo la formacidn de
una imagen definida. En los vertebrados, 1la melanina es
sintetizada en células especializadas, que son los melanocitos
integqumentarios y las células del EPR. En el EPR, la melanina es
formada a partir del aminoacido tirosina, a través de la accidn
catalitica de 1la enzima tirosinasa, reaccidén que requiere de

cobre, zinc y oxigeno. La tirosinasa convierte a la tirosina en
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L-3, 4-dihidroxifenilalanina (DOPA) y a su vez a esta a
dopaquinona, que posteriormente sufre varias modificaciones para
dar lugar a la melanina (figura 4) (Garcia, Szabd y Fitzpatrick,
1979). La sintesis de la melanina en el EPR, esta
restringida a un organelo especifico llamado melanosoma o granulo
de pigmento. La melanina esta intimamente asociada con el
componente proteico del melanosoma, la matriz interna, a la cual
se piensa que la melanina estda adherida por uniones disulfuros
(Garcia, Szabdé y Fitzpatrick, 1979).

Morfoldégicamente, se han descrito cuatro estados separados en
el desarrollo del melanosoma (Fitzpatrick y Quevedo, 1971),
conocidos como estado I o premelanosomas, estado II, III y IV.
Los melanosomas del estado I, se derivan del reticulo
endoplasmico liso, contienen filamentos finos, constituidos por
una matriz proteica compuesta de una red regular de fibrillas y‘
no contienen actividad de tirosinasa. El melanosoma en el estado
II, se caracteriza por la fusién del premelanosoma con vesiculas
derivadas del aparato de Golgi, 1las cuales contienen tirosinasa.
Durante el estado III del melanosoma, se lleva a cabo la sintesis
de melanina, en este estado existe un obscurecimiento parcial de
los filamentos del melanosoma. En el estado IV, el melanosoma
esta completamente melanizado, caracterizado por un
oscurecimiento total de los filamentos de este organelo, sin
embargo la actividad de la tirosinasa no es detectable (Garcia,
Szabdé y Fitzpatrick, 1979).

Una funcién importante del EPR estd relacionada con el
retinol o vitamina A y sus derivados. El retinol proviene de la

dieta , es metabolizado por el higado, y a partir de este drgano
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llega al EPR a través de la sangre. El retinol es transpoftado
en este tejido, asociado a una proteina del suero gue se une al
retinol (RBP), la cual a su vez e une a una proteina mas grande
llamada transtirretina, previamente llamada prealbimina (Clark,
1986; Berman, 1979; Young y Bok, 1979). El complejo retinol-RBP
deja la corriente sanguinea de los capilares de la coroides via
las fenestraciones diafragmadas de las c¢élulas endoteliales,
atravesando por difusién la membrana de Bruch. Una vez que el
retinol 1llega a las células del EPR, se une a receptores
especificos localizados en las membranas basal y lateral (Young y
Bok, 1979; Clark, 1986), penetrando a la célula, y la RBP retorna
a la corriente sanqguinea, eliminandose por filtracién en el
rifndén. En el EPR, el retinol se convierte a 1l1ll-cis-
retinaldehido, y es transportado a las células fotorreceptoras, -
donde se incorpocra a la rodopsina, molécula fotosensible
localizada en las membranas del segmento externo del
fotorreceptor (Clark, 1986; Young y Bok, 1979).

Dentro de la célula del EPR, el retinol puede unirse a una RBP
citoplasmatica (CRBP) o almacenarse en forma de éster (Clark,
1986; Young y Bok, 1979). Las proteinas que se unen al retinol en
el EPR, transportan el retinol de la parte basal de la célula a
la parte apical y viceversa; pero el mecanismo por el cual el
retinol  es transportado de 1la célula epitelial al espacio
subretiniano es desconocido; aungue existe evidencia de una
proteina en el espacio interfotorreceptor que une retinol (IRB)
(Clark, 1986). La célula del EPR almacena el retinol en forma

de éster, cuando no es necesitado para su funcioén visual en 1la
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retina. El retinol es esterificado con  4acidos  grasos,
principalmente con los A4cidos palmiticc, esteadrico y oleico
(Young y Bok, 1979). Esta forma no es toxica para la célula a
diferencia del retinol, el cual tiene una accién 1litica sobre
las membranas (Clark, 1986).

Asimismo, el EPR participa en el proceso de renovacién del
segmento externo del fotorreceptor. Este fendmeno involucra la
producciéh y ensamblaje de nuevos discos del segmento externo en
la base del mismo acopladc con el desprendimiento de otros discos
en la parte distal de las células, los que son fagocitados vy
degradados por el EPR (Besharse, et al., 1977; Bok y Young,
1979). El procesc de fagocitosis en el EPR consta de tres
fases: reconocimiento y adhesién, ingestidén y digestidén (Bok y
Young, 1979). En la fase de reconocimiento y adhesidén, existe
interaccién entre los discos del segmento externo delﬂ
fotorreceptor con la superficie externa de la membrana plasmatica
del EPR. Esta interacciodn parece estar mediada por receptores, lo
cual permite la adhesidén de los discos del segmento externo a 1la
membrana plasmatica del EPR (Shaw y Griffin, 1981; Bok y Young,
1979). La naturaleza quimica de los ligandos que interactuian con
los receptores del EPR no han sido determinados, pero se sugiere
que pueden corresponder a residuos de fucosa o galactosa, gque se
sugiere que pueden ser insertados a la molécula de rodopsina
previo al desprendimiento de los discos (O'Brien, 1976).

La fase de ingestioén prosigue una vez que ocurre la adhesién,
Yy se caracteriza porque las microvellosidades del EPR engloban un
paquete de discos, formandose subsecuentemente una vacuola

fagocitica o fagosoma gque migra al interior de la célula donde se
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fusiona con un lisosoma (Bok y Young, 1979). Este proceso es
probablemente mediado por microfilamentos (Feeney, 1973). En
el proceso de digestidn, tan pronto se forma la vacuola digestiva
o fagosoma, el pH dJde éste se modifica de neutro a Aacido,
aumentando la actividad de las hidrolasas acidas. Conforme avanza
la digestion, se van dando cambios caracteristicos en el
contenido del fagosoma, tales como la deformacién y compactacidn
de discos dgque posteriormente tienen la apariencia de membranas
concéntricas (Bok y Young, 1979). Una vez que se ha llevado a
cabo la digestién, se forman los cuerpos residuales (Bok y Young,
1979) 1libres de actividad enzimatica. Estos granulos contienen
los desechos de las membranas no digeridas Yy almacenan
lipofucsina.

El EPR constituye junto con las células endoteliales de los.
capilares retinianos la barrera hematorretiniana (BRB). En este
sistema de  barrera predomina ‘el movimiento de solutos del
interior del ojo hacia la sangre, vy tiene la caracteristica de
ser particularmente restrictiva (Cunha-Vaz, 1980).

La accidén de barrera del EPR estd determinada por la presencia
de uniones estrechas en sus células (Z2inn y Benjamin-Henkind,
1979), las cuales se caracterizan porque sellan 1los espacios
intercelulares e impiden el intercambic libre de solutos, lo que
establece marcados gradientes de concentracién de éstos a través
de la membrana. Estos solutos usualmente se transportan por
mecanismos especializados presentes en la membrana celular
(Cunha-Vaz, 1980).

La funcidn principal del EPR junto con los otros elementos de

18



la barrera hematorretiniana, es la de mantener el microambiente
normal retiniano a través del transporte de agua (Miller, 1982) y
de iones tales como sodio, cloro, bicarbonato, potasio, calcio y
magnesio, transportdndolos en direccidn coroides-retina o retina-
coroides (Bito y De Rousseau, 1980; Wiederholt y 2Zadunaisky,
1984) .

En el EPR se ha reportado el transporte de metabolitos, tales
_ comb la glucosa, que es captada por un sistema de difusidn
facilitada (Pascuzzo et al., 1980; Masterson y Chader, 1981;
Crosson y Pautler, 1982); el mio-inositol, cuya captacién en las
células del EPR en cultivo involucra al menos dos sistemas de
transporte, uno mediado por un acarreador de alta afinidad y un
proceso de difusion de baja afinidad (Khatami, 1987) ; el acido
ascérbico a través de un cotransporte con sodio (Khatami, 1988).

Particularmente importante es el transporte de aminoadcidos en
el EPR ya que el medioc extracelular de la retina al igual que el
del cerebro mantiene muy bajos niveles de aminoacidos 1libres,
posiblemente debido a que muchos son neurotransmisores o '"falsos
transmisores", y una concentracién mas alta de estos en el medio
extracelular puede interferir con la funcidén neuronal normal
(Bito y De Rousseau, 1980). Existen evidencias de que el EPR
transporta diversos aminodcidos, tales como leucina (Chan, Chan y
Yew, 1984) glutamato, aspartato (Pautler y Tengerdy, 1986),
metionina, taurina (Miller y Steinberg, 1976; Edwards, 1977),
arginina, histidina, serina, alanina, glicina, tirosina,
fenilalanina, prolina, ornitina y cistina (Reddy, Chakrapani y

Lim, 1977).
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ACIDO GLUTAMICO

El Acido glutamico, es un aminodcido acidico, el cual posee
una carga neta negativa a pH entre 6 y 7. Este aminocacido, ademids
de formar parte de las proteinas y otras biomoléculas, es
frecuentemente utilizado como fuente de energia, a través de su
oxidacién en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (figura 5).
En el sistema nervioso central (SNC), adicional a su actividad
metabdlica, el glutamato se considera un neurotransmisor
excitador en diferentes regiones, tales como neocorteza,
‘hipocampo, cerebelo, médula espinal y tallo espinal (Shank Yy
Campbell, 1983). En la retina, como en otras regiones del SNC,
el 4cido glutamico y el &cido aspartico, parecen funcionar como
neurotransmisores en las células fotorreceptoras (Ishida y Fain,
1981; Brandon y Lam, 1983; Lasater, Dowliling y Ripps, 1982),
algunas células bipolares y ganglionares (Miller y Slaughter,:
1985).

Diversas evidencias indican que durante 1la oscuridad, 1los
fotorreceptores liberan continuamente glutamato, el cual provoca
depolarizacién de las células horizontales y bipolares ON e
hiperpolariza a las células bipolares OFF (Iuvone, 1986; Miller y
Slaughter, 1985). En presencia de un estimulo luminoso, la libe-
racién del glutamato por el fotorreceptor es reducida (Miller vy
Slaughter, 1985); provocando que las células horizontales y bipo-
lares ON se hiperpolaricen, mientras gue las células bipolares
OFF se depolarizan. La accién del glutamato cono
neurotransmisor es concluida por su recaptura a través de

mecanismos de captacidén de alta afinidad (White y Neal, 1976;

Thomas y Redburn, 1978).
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Figura 5. Ruta de entrada del esqueleto de carbono del acido
glutdmico en el ciclo de los acidos tricarboxilicos.

21



-En el cerebro, el glutamato es transportado activamente, en
contra de un gradiente de concentracién, a través de la barrera
hematoencefalica del intersticio cerebral hacia 1la corriente
sanguinea (Pardridge, 1979). Este sistema de transporte activo
controla 1los niveles cerebrales de glutamato , y persiste aun
cuando las concentraciones plasmaticas se eleven hasta 260 veces
de los niveles fisioldégicos (Pardridge. 1979).

Es interesante que los érganos circunventriculares (eminencia
media, dérgano subfornical, etc.), los cuales carecen de la barre-
ra hematoencefdlica acumulan una gran cantidad de glutamato en
respuesta a un incremento de éste en el plasma. La
administracién de dosis elevadas de glutamato (0.5 a 4 g/kg),
produce necrosis neuronal en los érganos circunventriculares y en
areas contiguas a estos (Olney, 1982; Pardridge, 1979). Dosis.
mayores de glutamate inducen rompimiento de la barrera
hematoencefalica, causando hinchamiento de 1las neuronas vy
depresion gradual de la actividad neuronal (Pardridge, 1979).
Particularmente susceptibles a los efectos téxicos del acido
glutamico son las neuronas de animales inmaduros, en los gue 1la
barrera hematoencefdlica no estd desarrollada completamente
(Shank y Campbell, 1983).

La retina es otra regién del SNC que es afectada por dosis
téxicas de glutamato. Este efecto puede ser debido a un
decremento en la actividad de el sistema de eflujo activo de 1la
barrera hematorretiniana para aminoacides acidicos, o©o a un
incremento en 1la actividad del sistema de captacidn para el

glutamato a través del cuerpo ciliar (Pardridge, 1979). La
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primera evidencia de 1los efectos toéxicos del glutamato en la
retina, 1la aportaron los estudios de Lucas y Newhouse (1957),
quienes encontraron que la retina interna de roedores neonatales
es afectada por la administracidén intraperitoneal de glutamato.
La accién neurotdéxica del Aacido glutamico en la retina se limita
a la capa plexiforme interna. Esto se demostré por estudios
realizados por Potts et al. (1960), ya gque la lesidén del
glutamico en 1la retina provoca pérdida de la onda b del
electrorretinograma y la persistencia de la onda a, por lo que se
dedujo que las neuronas de las zonas internas de la retina tienen
mayor sensibilidad a los efectos tdéxicos del aminodcido, mientras
que los fotorreceptores son practicamente no danados. Las
lesiones producidas por el glutamato y sus analogos son
probablemente debidas a wuna estimulacién excesiva de los
receptores a aminodcidos acidicos (Miller y Slaughter, 1985), lo
que posiblemente provoca un hinchamiento excesivo y lisis de las
células (Olney,  1982). Esta respuesta se explica de la siguiente
manera: el efecto de un aminodcido excitatorio es incrementar la
permeabilidad al sodio, el cual entra a 1la célula y la
depolariza. Si el movimiento interno del sodio es acompanado por
la entrada de cloro, entonces el agua entra también a la célula

provocando el hinchamiento (Miller y Slaughter, 1985).

TAURINA

La taurina (4clido 2-amino etanosulfénico) es un costituyente
ubicuo en tejidos excitables. Se encuentra en altas
concentraciones en el tejide nervioso, corazoén, glandulas

enddécrinas, plaquetas y linfocitos (0ja y Kontro, 1983; Pasantes-
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Morales, 1985). En la retina, la taurina se encuentra en grandes
concentraciones, y se localiza fundamentalmente en las ceélulas
fotorreceptoras (Orr et al., 1976; Kennedy y Voaden , 1976).
Las funciones de la taurina no estan bien definidas, pero se ha
determinado que se requieren niveles criticos de este aminodcido
en la retina para mantener la estructura de los fotorreceptores (
Hayes, et al, 1976; Berson, et al, 1976). Una de las funciones
propuestas para este aminoacido, es la de neurotransmisor. La
taurina ejerce un efecto depresor en la actividad neuronal en el
SNC (Curtis y Watkins, 1960) incluyendo la retina (Pasantes-
Morales, et al, 1973), en la que induce una rapida y especifica
depresién de 1la amplitud de la onda b del electrorretinograma
(Pasantes-Morales, et al., 1972), por lo cual se ha propuesto que
tiene un posible papel como inhibidor en 1la transmisién del .
impulso nervioso. Ademds se han demostrado en la retina sistemas
de captacién de alta afinidad para la taurina (Ehinger, 1973;
Starr, 1978; Schmidt, 1980) y su liberacion por depolarizacidn
(Starr y Voaden, 1972; Pasantes-Morales et al, 1974). Sin
embargo, las propiedades mencionadas tienen discrepancias. Por
ejemplo, las acciones postsindpticas de 1la taurina son
antagonizadas por bicuculina y estrictina, los cuales son
antagonistas del dacido T-aminobutirico y la glicina,
respectivamente; la 1liberacidén por depolarizacioén no depende de
Ca++, propiedad caracteristica de los neurotransmisores; y por
iltimo la presencia de taurina tanto en células excitatorias como
inhibitorias, sugiere que no tiene funciones restringidas a 1la

inhibicidén postsinaptica (Pasantes-Morales, 1985).
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Se ha encontrado que la taurina tiene un efecto protector de
la estructura del fotorreceptor, ya que el dano provocado por la
iluminacién del segmento externo aislado del fotorreceptor y por
la incubacidén en un medio libre de calcio, son prevenidos por la
adicién de taurina al medio de incubacidn (Pasantes-Morales,
Ademe y Quesada, 1981)

Debido a la evidencia anterior, se ha propuesto que la taurina .
tiene una accién moduladora como estabilizador de membrana
(Kramer et al., 1981) funcidén que puede explicar algunos de sus
efectos fisioldégicos y farmacolégicos. Los mecanismos por los
cuales se 1llevaria a cabo 1l1la funcién de estabilizador de
membrana, parecen involucrar la interaccién de la taurina con
flujos idnicos, particularmente aquellos de potasio y calcio, los
cuales influyen en la integridad de la membrana. La capacidad
protectora de 1la taurina en la estructura del segmento externol
del fotorreceptor, se ha explicado gque puede ser a través de
modular las interacciones del calcio con la membrana y de esta
manera evitar una sobrecarga o deficiencia extrema de calcio, y
por 1lo tanto contribuir a mantener la integridad de la membrana
(Pasantes-Morales, 1985).

La biosintesis de la taurina estd directamente vinculada al
metabolismo de los aminoacidos sulfurados (figura 6) (0ja vy
Kontro, 1983) como metionina y cisteina . La conversién de
cisteina a taurina procede por varias vias. La cisteina es
oxidada a 4&cido cistein sulfinico, el cual puede sufrir
descarboxilacién para formar hipotaurina con 1la subsecuente
oxidacién a taurina; o bien ser oxidado a cisteato seguido por

descarboxilacién directa a taurina (figura 6) (0ja y Kontro,
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Metionina

cisteina
(1)

Acido cistéin sulfinico
(1)

Cisteato

(2)

)

Hipotaurina

L—aTaurina

Figura 6. Ruta principal de biosintesis de la taurina en el
sistema nervioso central. Las enzimas que participan son: (1)
cistein dioxigenasa, (2) acido cistein sulfinico descarboxilasa.
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1983; Pasantes-Morales, 1985). Asi mismo, la taurina proviene de
la dieta, y en algunas especies como en los gatos, que no la
sintetizan, constituye la unica fuente de obtencioén del
aminoadcido. La deficiencia de taurina en la dieta, provoca un
decremento del 70 % en los niveles de este aminoacido en 1la
retina (Berson, et al, 1976) y una alteracién en la estructura
del segmento externo del fotorreceptor (Hayes, et al, 1976).

El EPR tiene la capacidad de acumular taurina, 1lo cual se
demostré por estudios autorradiograficos (Lake, Marshall vy
Voaden, 1977), fisiolégicos (Miller y Steinberg, 1976) vy
bioquimicos (Edwards, 1977). Estudios que demostraron la
presencia de mecanismos de alta y baja afinidad para transportar
taurina en contra de un gradiente de concentracién. Miller vy
Steinberg (1976), midieron el transporte de taurina a través del .
EPR de rana y encontraron un flujo neto de taurina en direccidn
retina-coroides . con una Km aparente de 3.5 mM y una Vmax de 225

nmol/hr cm2. De manera similar, las células del EPR de la rata en

cultivo acumulan taurina-H3 en contra de un gradiente de
concentracién, a través de un mecanismo de alta afinidad
dependiente de sodio (Edwards , 1977) con una Km aparente de 16
#M y una Vmax de 2.3 nmol/hr/ul de células, asi como por un
mecanismo de baja.afinidad y posiblemente por difusién simple.
Los estudios anteriormente descritos sugieren gque el EPR

participa en el contrcl del paso de la taurina de y hacia 1la

retina.
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OBJETIVOS

El EPR es parte de la barrera hematorretiniana, 1la cual
controla el transporte de diversos solutos de y hacia la retina.
De particular importancia es el transporte de aminodcidos en el
EPR, ya que se ha postulado que muchos de ellos funcionan en la
retina como neurotransmisores o neuromoduladores (Bito y De
Rousseau, 1980). El A&cido glutadmico y la taurina tienen un
importante papel en la fisiologia de la retina, el primero como
neurotransmisor y agente tdéxico , y la segunda parece ser
necesaria para la sobrevivencia de las células fotorreceptoras.
En un intento por identificar la participacién del EPR como parte
de la barrera hematorretiniana, el presente trabajo tiene como
objetivo caracterizar los sistemas de captacion para la taurina

y el acido L-glutamico en el epitelio pigmentario de la retina.

del pollo b4 de la rata, durante el desarrollo.
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METODOS

Los experimentos se llevaron a cabo con ratas Long Evans de
diferentes edades (3, 5, 8, 12, 15 y 30 dias, y ratas adultas
(150-200 grs. de peso); asi como con pollos de la variedad Rirr y
Barr de 1, 2, 4 Y 15.dias y embriones de 7, 10, 15, 18 y 21 dias
de desarrollo.

Los animales previamente adaptados a la oscuridad por una
hora, se decapitaron y se les enuclearon los ojos, a los cuales
se les hizo un corte ecuatorial desechando la parte anterior de
éste incluyendo 1la retina neural. El complejo epitelio
pigmentario~coroides (EP) se aislé desprendiéndolo de 1la copa
éptica con unas pinzas finas en un Ringer Krebs Bicarbonato (RKB)
que tiene la siguiente composicidén (concentraciones en mM): NacCl

118, KCl 4.7, KH, PO, 1.2, cCaCl, 2.5, MgSO

2¥%, 9 1.17, glucosa 5.6 y

4
NaHCO, 35.

La acumulacidén de los aminocacidos L-glutamato-H3, D-aspartato-
H3 y taurina-H3 se determiné incubando el EP aislado en RKB a 37
*C durante diferentes periodos de tiempo (2, 5, 10, 20 y 40
minutos). Al final de la incubacién, se eliminé el medio y se
lavé el tejido en RKB frio. El tejidd se pesd y digirié en SDS al
1 % durante 30 minutos a 40 °C. La radiactividad incorporada se
determiné en un contador de centelleo liquido, después de agregar
5 ml de tritosol, que tiene la siguiente composicién: 3 gr. de
2,5-difeniloxazola (PPO), 251 ml de tritén x-100, 37 ml de
etilenglicol, 106 ml de etanol y 600 ml de xilol. La
concentracién de 1los aminoacidos varié en el sistema de
incubacién de 5 a 1000 uM. El1l efecto del sodio en la captacidén de

los aminodcidos, se estudiod sustituyendo el cloruro de sodio por
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cloruro de colina, Yy el bicarbonato de sodio por bicarbonato de
potasio. Cuando se estudid el efecto de diferentes compuestos en
la acumulacién de los aminocacidos radiactivos, estos se agregaron
al medio de incubacién al mismo tiempo que el aminodcido
tritiado. E1 efecto de inhibidores metabdlicos sobre la captacidn
de 1los aminodcidos se probé incubando en presencia de ouabaina,
2, 4-dinitrofenol (DNP), cianuro de potasio (KCN) y iodoacetato
(Iac) a concentraciones de 0.1 a 1 mM. Asimismo, la especifidad
del transporte de los aminoacidos se probd utilizando andlogos de
los mismos [ acido kainico, hidroxamatos de L-aspartato y L-
glutamico, 4&cido a-aminoadipico, 4&cido L-aspartico, 4cido 7r-
aminobutirico (GABA), glicina, B-alanina] a una concentracién de
200 M a 1 mM,

La significancia de 1los datos experimentales se calculéd.
utilizando el analisis de varianza simple y 1la prueba de

comparacién miltiple de medias de Duncan.

MATERIALES

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Los
aminodcidos radiactivos se obtuvieron de New England Nuclear, los
inhibidores metabdlicos, el PPO y andlogos de los aminodacidos

estudiados, de Sigma.
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RESULTADOS

La acumulacién de L-glutamato-H3 en el EP, se determiné a
diferentes tiempos de incubacién (2 a 40 minutos) (grafica 1). Se
encontré que la acumulacién maxima de glutamato-H3 en el EPR del
pollo y de la rata se alcanzdé a los 20 minutos de incubacién. La
acumulacién de glutamato-H3 se estudid en presencia de diferentes
concentraciones del aminodcido (5 =~ 500 uM) (grafica 2),
observandose en el EP de pollo una saturacidn a altas
concentraciones del mismo. El andlisis cinético mostrdé un valor
de Km de 250 uM y una Vmax de 35.71 nmol/g/min. (grafica 4).
Resultados similares se encontraron en el EP de la rata,
encontrandose una Km aparente de 125 uM y una Vmax de 11.1
nmol/g/min (grafica 4).

La dependencia de energia del sistema de transporte del )
glutamato-H3 se determinéd utilizando inhibidores metabdlicos
tales como Iac, DNP, KCN vy ouabaina , asi como efectuando la
incubacién a 4° C (grdfica 6). Se observd que la acumulacién de
glutamato-H3 en el EPR del pollo es considerablemente inhibida
por Iac (79 %) y ouabaina (82 %), mientras gque el DNP causdéd una
inhibicién del 21 % y el KCN del 11 %. Al igual gue en el EP del
pollo, en el de la rata la acumulacidn del glutamato-H3 es
afectada, aungque en menor grado por Iac (35 %), ouabaina (20 %) ¥y
DNP (24 %); mientras que el KCN no tuvo ningin efecto. La
incubacidén del tejido a 4° C mostrd un fuerte efecto inhibitorio
en la acumulacidén del glutamato~-H3, reduciéndola 84 % en el EP
del pollo y 69 % en el EP de la rata.

La especifidad del sistema de transporte del glutamato se
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estudié efectuando 1la incubacién en presencia de diferentes
andlogos de este aminoacido, tales como L-aspartato, a-
aminoadipato, hidroxamato del acido L-glutamico, hidroxamato del
dcido L-aspartico y kainato , asi como en presencia del GABA vy
taurina (grafica 7). La presencia de 1 mM de L-aspartato en el
" medio de incubacién, causdé una disminucidén en la acumulacidén de
glutamato-H3 del 57% en el EP de ambas especies. El1 hidroxamato
de L-aspartato (500 pgM) redujo en un 64 % 1la captacién de
glutamato-H3 en el EP del pollo y 45 % en el EP de la rata. El
dcido a-aminoadipico causé una inhibicién del 4 % en el EP del
pollo y de 29 % en el EP de la rata. La taurina disminuyé 27 y 24
% la acumulacidén de glutamato-H3 en el EP del pollo y de la rata
respectivamente. Mientras gque en presencia de GABA se observéd
una inhibicién no significativa (10 % y 3.2 %).

La dependencia de sodio en la acumulacién de glutamato-H3 se
estudié sustituyendo el cloruro de sodio por cloruro de colina
(grafica 8). La ausencia de sodio en el medio de incubacidn
inhibié 1la acumulacién de glutamato~H3 en un 80 y 65 % en el EP
de pollos Yy ratas adultos respectivamente. La dependencia de
sodio en la captacién de glutamatoQHG se observé durante todos
los estadios de desarrollo estudiados.

La presencia de el sistema de transporte del glutamato en el
EP, se estudié durante el desarrollo del pollo y de 1la rata
(grafica 8). Estos estudios revelaron que la aparicién del
sistema de transporte es diferente en estas especies. En el
pollo, la capacidad del EP para acumular el aminodcido es mayor

que en el de la rata y cambia durante el desarrollo ontogenético.
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Al 70 dia de desarrollo embrionario, 1la acumulacién de glutamato
alcanza valores de 60 nmol/g, Yy disminuye continuamente hasta
alcanzar a los 2 dias de edad postnatal 16 nmol/g. En el EP de la
rata, durante los primeros dias de edad, 1los niveles de
acumulacién de glutamato son tres veces menores que los
observados en el EP de embriones de pollo. La acumulacién de
glutamato-H3 presentd pequefias variaciones del 50 al 150 dia de
edad, observandose en el animal adulto valores similares a 1los
encontrados en el EP del pollo después de la eclosién. Se ocbservd
que existe dependencia de sodio en la captacién de glutamato,

durante todos los los estadios de desarrollo estudiados.

D-aspartato

Dado el importante papel metabdlico del glutamato, se estudid
la acumulacién de D-aspartato-H3, analogo no metabolizable del
mismo, del que se tiene evidencia que ocupa 1los sitios de
captacién del glutamato en el SNC y en la retina (Miller vy
Slaughter, 1985).

La acumulacidén de D-aspartato-H3 en el EP del pollo es cuatro
veces mayor que en el EP de la rata, sin embargo en ambas
especies se observan los valores maximos a los 20 minutos de
incubacidén (grafica 1).

La acumulacién de D-aspartato-H3 en el EP, se satura a una
concentracién externa del aminodacido de 500 uM (grafica 2). La
grafica de dobles reciprocas mostré una Km aparente de 250 uM
para ambas especies, con una Vmax de 16.65 nmol/g/min en el EP
del pollo y de 8.33 nmol/g/min en el EP de la rata (grafica 4).

La captacidén de D-aspartato-H3 en el EP del pollo en presencia
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de inhibidores metabdlicos fue afectada de la siguiente manera:
el Iac y la ocuabaina redujeron la captacién en un 79 %y 82 %
respectivamente, el KCN y el DNP en un 52 & y 40 %
respectivamente. Asimismo la incubacién a 4° C causd una
inhibicidén del 95 % (grafica 6). La captacidn de D-aspartato-H3
en el EP de la rata, a diferencia con respecto de lo que ocurre
en el pollo, se afecté en menor grado por los inhibidores
metabdlicos estudiados, observandose una inhibicién del 50, 48 y
31 % por ouabaina, Iac y DNP respectivamente. Mientras que el KCN
no tuvo ningin efecto, la incubacién a 4 °C inhibio 1la
acumulacién de D-aspartato-H3 en un 80 % (grafica 6).

La acumulacidén de D-aspartato~H3 en el EP del pollo en
presencia de andlogos del glutamato y otros aminoacides, fue
reducida por L-aspartato 73.7 % e hidroxamato de L-aspartato 71.4
%. En el EPR de la rata, el L-aspartato inhibié la acumulacién de
D-aspartato 68 % y el hidroxamato de L-aspartato 60 % (grafica
i

La captacidén del D-aspartato-H en el EP de ambas especies,
presenté una fuerte dependencia de sodio. La ausencia de sodio en
el medio de incubacién redujo en un 80 a %0 % la acumulacidén de
D-aspartato-H3, tanto en los estadios tempranos de desarrollo
como en el estado adulto (grafica 8).

Durante el desarrollo ontogenético del pollo, la captacién de D~
aspartato-H3 presentd cambios similares a los observados para el
glutamato-H3. Desde el 70 dia de desarrollo, la captacién
disminuyd continuamente hasta el 180 dia desarrollo embrionario

(de 100 nmol/g a 40 nmol/g), sin embargo incrementa notablemente
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en el dia de la eclosidén (70 nmol/g) Yy después disminuye
rapidamente durante 1los cuatro primeros dias después de la
eclosién y permanece constante hasta el estado adulto (10
nmol/q) (grafica 8).

En el EP de la rata, la acumulacidén de D-aspartato-H3, no
presentd cambios significativos durante 1los periodos de

desarrollo estudiados (grafica 8).

TAURINA

Las caracteristicas de la acumulacion de taurina-H3 en el EP,
se determinaron midiendo la captacién del aminoacido a
diferentes tiempos de incubacisén (2, 5, 10, 20 y 40 minutos) y a
diferentes concentraciones de taurina (5, 10, 20, 50, 100, 200 y
500 upM). Encontramos que la captacidén de taurina en el EP es
saturable con respecto al tiempo de incubacidén. La maxima
captacion se observd a los 20 minutos de incubacién (grafica 1),
Y se saturd a altas concentraciones del aminoacido (500 uM)
(grafica 3); observidndose en el EP del pollo una Km aparente de
166 uM con una Vmax de 20.8 nmol/g/min, mientras que en el EP de
la rata, el sistema de transporte presenté una Km aparente de 250
LM y Vmax de 8.8 nmol/g/min (grafica 5).

La dependencia de energia del sistema de transporte de 1la
taurina-H3 se determindé incubando en presencia de inhibidores
metabdlicos (Iac, DNP, KCN vy ouabaina) y a bajas temperaturas.
Encontramos que la captacion de taurina en el EP del pollo se
inhibié notablemente por KCN (82 %) y bajas temperaturas (91 §),
la cuabaina y el DNP disminuyeron la acumulacién de taurina-H3 un

68 y 41 % respectivamente, mientras que la inhibicidén provocada
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por el Iac fue del 33 % (yrafica 6). Asimismo, la acumulacién de
taurina presenté una alta dependencia de sodio, la ausencia del
sodio en el medio de incubacién redujo su acumulacidén en un 85 %
(grafica 9).

La acumulacién de taurina-H en el EP de la rata, se inhibié
notablemente a bajas temperaturas (88 %), sin embargo, fue mencs
afectada gque en el EP del pollo por los inhibidores metabdlicos,
los que la inhibieron entre un 30-40 %, observandose una leve
inhibicién por Iac (18 %) (grafica 6). La captacidén de taurina
presentd una clara dependencia de sodio, ya que la ausencia de
sodio en el medio de incubacién causé una inhibicién del 85 %
(grafica 9).

La especifidad del sistema de transporte de la taurina se
estudié incubando en presencia de diferentes aminoacidos, tales
como pf=-alanina, GABA, glicina y glutamato (grafica 7). Estos
estudios mostraron que la B-alanina (1lmM) ejerce un potente
efecto inhibitorio en la acumulacidén de taurina-H3, condiciones
en las que la acumulacién se redujo en un 50 % y 61 % en el EP
del pollo y de la rata respectivamente. El GABA tuvo un efecto
inhibitorio del 45 % en el EP del pollo y de 34 % en el EP de la
rata. Los aminoacidos glicina y glutamato disminuyeron la
acumulacién de taurina 19 % y 45 %, respectivamente, en el EP del
pollo, mientras gue en el EP de la rata 1la acumulacidén de
taurina=-H3 no se vio afectada por estos aminoacidos.

El sistema de transporte de la taurina, se estudié durante el
desarrollo del pollo y de la rata (grafica 9). Es interesante que

los niveles de 1la acumulacion en el estado adulto fueron
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similares (19 nmol/g) en ambas especies, sin embargo, existen
diferencias durante el desarrollo de las dos especies. En el EP
del pollo los niveles de taurina-H3 varian durante el desarrollo
embrionario. Al 6o y 70 dia de incubacién, los niveles de taurina
acumulada son de 30 nmol/g y aumentan 100 % del décimo al doceavo
dia de desarrollo embrionario Y disminuye rapidamente,
presentando niveles de 30 nmol/g a los 15 dias. En el dia de la
eclosién se observéd una ligera disminucisdn, alcanzando a los 4
dias los valores observados en el adulte (20 nmol/qg).

En la rata, 1los niveles de acumulacién de taurina-H3 se
mantienen constantes del 3o ai 80 dia de edad postnatal (20
nmol/g), aumenta notablemente al doceavo dia, observandose
valores de 37 nmol/g , y disminuye continuamente, alcanzando los
niveles del animal adulto a los 15 dias de edad postnatal (16

nmol/g) (grafica 9).
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Grafica 1. Acumulacidn de (A), glutamato-H3; (B), D-aspartato-H3;
(C), taurina-H3 a diferentes tiempos (2 a 40 minutos) en el EP de
pollos y ratas. La concentraclén externa de los aminodcidos usada

fué de 20 uM. Cada punto representa el promedioco de cuatro
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DISCUSION Y CONCIUSIONES

En este estudio se caracterizd el sistema de transporte del L-
glutamato y de la taurina en el EP del pollo y de la rata. Ambas
especies difieren en la estructura de la retina, principalmente
en cuanto a la vascularizacién de las mismas. Esta diferencia
puede ser importante para determinar la funcién del EP como
barrera hematorretiniana.

E1l EP del pollo y de la rata acumulan glutamato-H3 a través de
un sistema de captacién saturable, dependiente de sodio y de
energia. En el presente estudio se encontré gque el inhibidor
metabélico iodoacetato tiene un potente efecto inhibidor en la
captacioéon del glutamato-H3 en ¢l EP de ambas especies, resultados
que sugieren dgue la energia producida por 1la via glucolitica
tiene un papel importante en el transporte del glutamato. La
captacién de glutamato-H se inhibio notablemente por ouabaina,
efecto que puede deberse a la dependencia de scdio del sistema.
Nuestros resultados coinciden con los previamente reportados por
Pautler vy ’Tengerdy (1986) en el EP del bovino. Estos autores
demostraron un flujo unidireccional de glutamatoe en direcciédn
retina-coroides, el cual es reducido por bajas concentraciones
externas de sodio, potasio y calcio, y por la presencia de
ouabaina. Asimismo, el transporte de glutamato en otros epitelios
es mediado por un sistema de alta afinidad, el cual es inhibido
por la ausencia de sodio y por la presencia de ouabaina (Lerner y
Steinke, 1977). En el SNC, el glutamato es cotransportado con
sodio en células gliales por un sistema dz alta afinidad (Km= 22

uM), el que participa en la eliminacién del neurotransmisor del
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espacio sindptico, terminando la accioén del mismo (Barbour, Brew
y Attwell, 1988).

Nuestros resultados indican que el sistema que transporta
glutamato tiene preferencia por aminoacidos acidicos,
particularmente por L~glutamato y L-aspartato, y muestra una
afinidad menor por la taurina, mientras que no es modificado por
dcido kainico, 4&cido a-amincadipico e hidroxamato del A&cido
glutamico. Resultados gque estan de acuerdo con los de Pautler y
Tengerdy (1986) en EP de bovino, en el que reportaron que el L-
glutamato y el L-aspartato son transportados por un acarreador
comin, que tiene baja afinidad por aminoicidos basicos y neutros.
Resultados semejantes se observan en el epitelio intestinal del
pollo (Lerner, 1984).

Es interesante que 1la capacidad de captaciéon del a&cido
glutamico por el EP presenta cambios durante el desarrollo. El
aminodcido es acumulado en mayor cantidad en el EP de embriones
de pollo de 7 dias de desarrollo, y disminuye gradualmente hasta
los dos dias de edad pédstnatal, tiempo en el gue alcanza 1los
valores observados en el adulto. Resultados similares, aunque
menos notorios se observan en el EP de la rata. Estos hallazgos
sugieren un papel importante del EP en la barrera
hematorretiniana. Resultados similares se han observado en el
cerebro, en el gue la barrera hematcencefalica de animales
inmaduros es menos restrictiva en la acumulacién de varios
aminoacidos, que la de animales adultos (Lajtha y Sersen, 1980;
Rassin, et al., 1977). Resulta interesante que el glutamato es

considerado neurotransmisor en la retina y que presenta efectos



neurotéxicos, por lo que el establecimiento de¢ estos sistemas de
captacién en el EP es relevante para el funcionamiento normal de
la retina. Por lo anterior podria inferirse que similarmente a lo
que ocurre en la barrera hematoencefalica, la mayor captacion de
glutamato en el EP de animales inmadurcs es debido a que 1la
barrera hematorretiniana no se encuentra completamente
diferenciada, y por lo tanto es menos restrictiva. El1 posible
papel del EP como parte de la barrera hematorretiniana aparece
temprano durante el desarrolio, 1lo que puede estar en relacidn
con 1la diferenciacién del EP mismo. Stroeva y Mitashov (1983)
establecen 1la diferenciacién de las células del EP a los 14 y 18
dias de desarrollo embrionaric en el pollo y la rata,
respectivamente. Los resultados obtenidos con el D-aspartato-H3,
el cual es un andlogo no metabolizable del L~glutamato, indicaron
gque 1la captacidén de D-aspartato en el EP de ambas especies, al.
igual gque para el L-glutamato, es saturable con respecto al
tiempo de incubacidn y a 1la concentracién del aminoacido,
observadndose constantes cinéticas similares. El sistema de
transporte parece presentar la misma afinidad para el D-aspartato
gque para el glutamato. Se observo que la acumulacién tanto del
glutamato como del D~aspartato fueron afectadas de manera similar
por los inhibidores metabdlicos y presentaron afinidad similar
por distintos andlogos. Asimismo, tanto en el EP del pollo como
en el de la rata, el patrdén de la captacién del D-aspartato-H3
Yy L-glutamato-H3 son similares. Estos resultados hacen pensar que
el D-aspartato puede ser transportado por el mismo sitio que el
L-glutamato, como se ha reportado en SNC y en la retina (Miller y

Slaughter, 1985), o bien ser transportado por otro sitio que
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tiene caracteristicas similares al sistema de transporte del

glutamato.
como el 4&cido glutamico, la taurina es un aminodcido
importante en la fisiologia de la retina. La primera evidencia

que se tuvo de que el EP tiene la capacidad de acumular taurina,
la aportd el estudio de Lake, Marshall y Voaden (1977), quienes
por autorradiografia, localizaron la acumulacidén de 3-H-~taurina
en varias capas retinianas incluyendo el EP.

La taurina-H3 es acumulada por el EP del pollo y de la rata
por un sistema saturable mediado por un acarreador,dependiente
de sodio y de energia. Los resultados sugieren gue tanto el ATP
producido por 1la via oxidativa, como el gradiente de sodio
establecido por 1la accién de la ATPasa de sodio-potasio son
requeridos para el transporte de taurina en el EP, lo que estd de
acuerdo con lo reportado por Miller y Steinberg (1976) en el EP
de la rana, guienes demostraron la presencia de un flujo neto de
taurina en direccién retina-coroides por un mecanismo de
transporte activo, saturable con una Km aparente de 3.5 mM y una
Vmax de 225 nmol/cm2hr., el cual es blogueado por ouabaina. Sin
embargo, difieren de los resultados de Edwards (1977), en células
del EP de la rata en cultivo, en los que se reportdé un sistema de
alta afinidad con una Km de 16 uM y una Vmax de 2.3 nmol/h./ul
células, el cual es inhibido fuertemente por iodoacetato vy
ouabaina.

Nuestros estudios demostraron que la captacién de taurina en
el EP del pollo y de la rata es parcialmente especifico, pues

tiene afinidad por aminocacidos neutros como la B-alanina y el
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GABA. Resultados similares se observan en otros tejidos (Karl,
1990; Lerner, 1984) donde se ha determinado que los aminoacidos
neutros son transportados por dos sistemas diferentes: uno que
transporta leucina, triptéfano, alanina, prelina, glicina vy
metionina y otro sitio que transporta p-alanina, GABA, prolina y
glicina .

Los niveles de acumulacién de taurina durante el desarrollo
embrionario es mayor gque en el de los animales adultos.
Resultados similares se han reportado en SNC, en donde 1la
concentracién de taurina en el cerebro de animales inmaduros es
mayor que las concentraciones encontradas en animales adultos
(Rassin, et al., 1977). Asimismo, estudios realizados por Levi
(1970) en rebanadas de cerebro, mostraron que las constantes de
afinidad para el transporte de GABA, lisina y glutamato
permanecen constantes durante el desarrollo embrionario, pero la
capacidad de los mismos decrementa.

Nuestros estudios estan de arcuerdo también con los de Baskin,
Cohn y Kocsis (1976), quienes mostraron que los niveles enddégenos
de taurina decrementan con la edad, en el cristalino y la retina,
observandose en los animales viejos una concentracién menor de
taurina con relacién a los animales de 12 meses de edad .

Los posibles eventos que podrian explicar la diferencia en los
niveles de 1la acumulacidén de 1los aminociacidos durante el
desarrollo, son los siguientes: que los sistemas de captacién de
los aminodcidos modifiquen su capacidad de acumulacién; que
modifiquen su afinidad por el aminocdcido; o bién que sean
sustituido por otros sistemas de transporte.

Aunque nuestros resultados difieren con otros previamente
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reportados, es importante sefialar que éstos corresponden a
estudios realizados en otras especies y las diferencias
observadas pueden deberse a propiedades particulares de 1los
sistemas de transporte en las diversas especies de vertebrados.
Sin embargo, tanto en el pollo como en la rata, los cuales
presentan diferentes tipos de retina en cuanto a la
vascularizacién de las mismas, nuestros resultados son
indicativos de gue el EPR juega un papel importante en el
establecimiento de la barrera hematorretiniana. Sin embargo, se
requiere de estudios posteriores para dilucidar esta funcidn,
tales como la localizacidn de diferentes transportadores en las

membranas apical y basal de esta célula.
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